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摘要 : 水 生 昆 虫 幼虫 的 种 类 鉴定 是 影响 水 质 生 物 监 测 准 确 性 的 重要 因素 ， 我 国 这 方面 的 形态 学 鉴定 资料 极 
其 缺乏 。 本 研究 测定 和 分 析 了 4 种 鳞 石 峨 成 虫 及 其 疑似 幼虫 的 mtDNA-CO TIT 、 匡 及 tRNA 基因 序列 ， 发 现 鳞 石 峨 
成 虫 与 其 疑似 幼虫 的 序列 歧 异 度 均 < 1%， 属 于 种 内 差异 ， 由 此 确认 了 4 种 供 试 幼虫 与 其 对 应 成 虫 的 联系 。 研 
究 表明 利用 线粒体 DNA 细胞 色素 氧化 酶 基因 序列 分 析 鉴 定 鳞 石 峨 类 幼虫 是 可 行 的 ， 为 加 快 水 生 昆虫 的 幼虫 分 
类 研究 提供 了 新 途径 。 
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Association of Larval and Adult Stages of Ecologically 
Important Caddisfly (Insecta: Trichoptera) 
Using Mitochondrial DNA Sequences 
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Abstract: Identification of the larva stage of aquatic insects is one of the most important factors in biomonitoring wa- 
ter quality. So far, the morphological diagnostic character for many mature and early instar larvae are still lacking in Chi- 
na. The partial sequences of the mitochondrial CO I , CO and tRNA gene of the adults and larvae of 4 species from 
Lepidostomatidae were sequenced and compared in this study. The results indicate that intraspecific divergence is <1% 
between the adult and larva and the interspecific divergence js 14% - 24% . The study proves that the mitochondrial DNA 
sequence analysis is a useful tool to associate the larval and adult stages of Trichoptera, in turn; it will be valuable for 


health assessment of stream ecosystems. 
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幼虫 种 类 鉴定 的 传统 方法 是 将 野外 采集 到 的 幼 
虫 带 回 实验 室内 饲养 至 成 虫 。 由 于 毛 怒 目 幼虫 生活 


毛 怒 目 鳞 石 蛾 科 (Trichoptera: Lepidostomati- 
dae) 幼虫 广泛 分 布 在 我 国 的 清洁 河流 与 溪水 中 


( 耐 污 值 为 1 ~ 3) (Morse et al，1994)， 可 作为 极 清 
洁 -清洁 水 体 的 重要 指示 种 类 应 用 于 水 质 生 物 评 
价 。 但 由 于 幼虫 种 类 鉴定 资料 极其 缺乏 ， 许 多 种 类 
的 幼虫 形态 迄今 尚未 描述 ， 影 响 了 水 质 生 物 监测 的 
准确 性 。 因 此 ， 从 速 解 决 幼虫 的 鉴定 问题 对 研究 水 
生 昆虫 分 类 学 和 生态 学 有 重要 意义 。 





收 稿 日 期 : 2004 - 02 - 20; 接受 日 期 : 2004 - 03 - 29 


于 流水 中 ， 绝 大 部 分 对 水 质 要 求 很 高 ， 生 活 周 期 长 
(多 为 1 年 1 代 )， 且 食性 复杂 ， 难 以 饲养 ， 因 此 使 
用 传统 方法 进行 种 类 鉴定 有 很 大 困难 。20 世纪 80 
年 代 等 位 酶 电泳 技术 始 用 于 幼虫 分 类 研究 
(Bertocher，1980; Drew & Hardy，1981)， 但 因 特 
异性 不 够 强 而 使 应 用 受 限 。 
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近 十 几 年 来 ， 随 着 分 子 生物 学 的 发 展 ， 尤 其 是 
测序 技术 的 突破 ， 核 酸 序列 分 析 (DNA sequence 
analysis) 越 来 越 多 地 用 于 分 类 学 研究 。 线 粒 体 
DNA (mitochondrial DNA) 遵循 母系 遗传 ， 其 一 级 
结构 在 种 间 和 种 内 都 存在 显著 的 歧 异 ， 具 有 进化 的 
自主 性 和 简捷 性 ， 是 分 子 分 类 学 重要 的 标记 之 一 。 
其 细胞 色素 氧化 酶 [、I (COI、CoEI) 在 近 缘 
种 及 种 下 阶 元 的 分 类 鉴定 中 应 用 较 广 ， 在 法 医 昆 虫 
学 上 可 用 于 蝇 类 幼虫 鉴定 (Sperling et al，1994; 
Malgorn & Coquoz，1999)。 但 迄今 尚未 见 到 用 于 毛 
翅 目 成 幼虫 联系 研究 的 报道 。 本 工作 选择 了 4 种 鳞 
石 蛾 的 成 、 幼 虫 ， 尝 试 从 基因 序列 进行 同 种 成 幼虫 
联系 的 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 标 本 

本 研究 所 用 标本 均 采 自 安 徽 省 邦 门 县 彭 龙 乡 源 
水 河 ( 表 1)。 成 虫 为 15 瓦 黑光 灯 诱 捕 ，99.5 色 乙 
醇 保存 ; 幼虫 为 DD 形 网 采集 ， 活 虫 水 养 3~ 5Sd， 待 
消化 道 排 空 后 ，99.5% 乙 醇 保 存 备用 。 
1.2 总 DNA 提取 

参考 Roehrdanz (1997) 的 方法 ， 并 加 以 改进 。 
@ 将 单 头 雄 成 虫 〈 腹 末 外 生殖 器 存档 ) 或 单 头 幼虫 
( 头 和 前 胸 存 档 ) 放 人 一 只 1.5 mL 离心 管 中 ， 加 入 
足 量 液 氮 充分 研磨 ; @ 吸 取 500 pL 65 所 预 热 的 2 
x CATB 缓冲 液 [0.1 mol/L Tris-HC] (pH 8), 1.4 


mol/L NaCl, 0.02 mol/L EDTA, 2% CTAB, 
0.2% a - 琉 基 乙 醇 ]， 注 人 管 中 少 许 ， 继 续 研磨 
后 ， 将 余 液 全 部 注 和 人 ; @ 匀 浆 物 置 于 65 已 孵育 45 
~ 60 min， 中 途 混 急 数 次 ; 加 短暂 离心 ,将 上 清 液 
转 至 一 只 新 管 ， 沉 淀 用 200 uL 2 x CATB 再 悬浮 ， 
铸 育 20 ~ 30 min 后 离心 ; @ 将 两 次 的 上 清 液 合并 ， 
用 等 体积 的 葵 酚 :氯仿 (1:1) 抽 提 ，12 000 r/min 
离心 10 min; @ 水 相 用 等 体积 的 氢 仿 再 抽 提 一 次 ， 
12 000 r/min 离心 10 min; @ 水 相 与 2/3 体积 异 丙 
醇 混 合 ，4 放置 1h 过 夜 ; @@10 000 r/min 离心 15 
min 使 DNA 成 团 ; @ 用 70% 乙 醇 漂洗 , 干燥 ， 加 
S50pLO.1xTE (10mmol/L Tris 和 1 mmol/L EDTA) 
再 悬浮 。 
1.3 mtDNA 的 COI、COI 及 tRNA 基因 扩 增 
采用 的 引物 有 :@ 通 用 引物 TY-J-1460(5'-TAC- 
AATTATCGCCTAAACTTCA-GCC-3’) 和 C2-N-3661 
(5’-CCACAAATTTCAGAACATTGTCCA-3’) (Simon 
et al ，1994)， 用 于 表 1 中 除 傅 氏 鲜 石 蛾 成 虫 以 外 的 
所 有 标本 的 COI 、COI 及 tRNA 的 基因 扩 增 ; @) 
设计 引物 P11 (5'-TAGCTCACGCTGGAAG-3') 和 
P12 (3'GTTAGGGAAGG-GAAACAC-5')， 系 根据 健 
氏 鳞 石 蛾 幼虫 的 CO T+ 本 序列 ， 利 用 Primer 5.0 
和 Oligo 6 软件 包 设 计 而 得 ， 用 于 傅 氏 鳞 有 石 娥 雄 成 
虫 的 基因 扩 增 。 以 上 2 对 引物 均 由 大 连 宝 生物 公司 
合成 。PCR 反 应 体系 为 :10 x ExTag 缓 冲 液 2.5 pL， 
2.5 mmol/L dNTPs 1.5 pL,25 mmol/L magnesium 


表 1 本 研究 测序 标本 


Table 1 Specimens newly sequenced for this study 





物种 标本 编号 虫 态 采集 时 间 及 海拔 
Species Voucher specimen no. Dev. stage _Col, time and elevation 
黄 褐 鲜 石 峨 Lepidostoma flavum L. N. SHAN，LMA0102 A 2002.05.30 
(NAUIC) 530m 
L. N. SHAN, LML0103 L 2002.11.02 
(NAUIC ) 490 m 
傅 氏 鳞 石 蛾 工 . fi C. H. UN, LMAO201 A 2002.05.30 
(NAUIC ) 530 m 
Cc. H. SUN，LML0203 L 2003.08.24 
(NAUIC ) 380 m 
马 突 鳞 石 蛾 上. arcuatum B. X. WANG, LML0302 A 2003.09.29 
(NAUIC) 490 m 
B. X. WANG, ML0302 L 2002.05.30 
(NAUIC ) 530 m 
莫 氏 斑 胸 鳞 石 蛾 Paraphlegopteryx morseit L. N. SHAN，LMA0403 A 2003.06.06 
(NAUIC ) 410 m 
L. N. SHAN，LML0406 L 2003.08.26 
(NAUIC) 490 m 








A: 雄 成 虫 (Adult male); L: 幼虫 (Larvae)。 
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1.5 WL，20 pmol/L 引物 各 0.3 nL，ExTaq DNA 聚 
合 酶 1 U，5 ~ 10 ng/uL 总 DNA 模板 1.0 uwL， 纯 水 
17.7 pyL， 总 体积 25 pyL。PCR 条 件 是 : 95 C5 min 
预 变性 ; 94% 40s，52 TC 50s, 72 % 2 min, 共 
40 个 循环 ; 72 延伸 10 min。PCR 扩 增 产物 检查 : 
取 PCR 反应 产物 5pyL， 在 1% 琼 脂 糖 凝 胶 上 ，5 V/ 
cm 电压 电泳 50 min。 紫 外 灯 下 观察 结果 。 
1.4 序列 测定 与 分 析 

采用 克隆 测序 方法 测定 成 幼虫 克隆 片段 的 序 
列 。PCR 产物 纯化 后 ,与 pMD18-T (大 连 宝生 物 公 
司 ) 载体 连接 ， 转 化 感受 态 宿 主 菌 DH5a， 通 过 赣 
白斑 筛选 和 限制 性 酶 切 鉴 定 重组 质粒 。 将 含有 重组 
质粒 的 菌株 交大 连 宝 生物 公司 测序 。 测 序 仪 为 ABI 
PRISMIM377XL DNA Sequencer。 共 测定 了 12 个 克 
隆子 ， 其 中 傅 氏 鳞 石 蛾 成 、 幼 虫 各 2 个 ， 马 突 鳞 石 
蛾 成 、 幼 虫 各 1 头 ， 黄 纹 鳞 石 蛾 和 莫 氏 斑 胸 鳞 石 蛾 
成 虫 2 头 、 幼 虫 1 头 。 

利用 “BLAST” 工 具 (NCBI 站 点 ) 进行 序列 
分 析 、DNA 序列 检索 及 同 源 性 比较 。 采 用 Dnastar 
Package 中 的 Editseq 软件 进行 序列 编辑 、ORF 查 
找 ; 采用 Clustal X 软件 进行 序列 比 对 (alignment); 
比 对 结果 输入 MEGA2.1 软件 计算 各 样品 间 的 遗传 
距离 ， 并 基于 Kimura 2-parameter 模型 ， 用 邻接 法 
(neighbor-joining，NJ) 构建 系统 发 生 树 ， 通 过 自 展 
(bootstrap 1 000 次 ) 检验 获得 系统 树 分 支 的 置信 和 度 。 


2 结果 积分 析 


扩 增 并 测定 了 4 种 鳞 石 蛾 的 成 、 幼 虫 的 mtDNA 
COIT 、CO 卫 及 tRNA-Leu 基因 序列 ( 表 2)。 所 测 
序列 与 果 蝇 Drosophila yakuba 线粒体 基因 组 序列 
(GenBank 检索 号 NC - 001322) (Clary & Wolsten- 


holme，1985) 的 对 应 位 点 是 1435 一 3684。 在 所 测 
基因 序列 的 碱 基 组 成 中 ，A% + T% 平 均 为 70.4%， 
编码 CO 工 和 COI 的 密码 子 第 三 位 点 的 A% +T% 
则 分 别 是 82.9% 和 85.0% ， 与 其 他 昆虫 一 样 ， 显 
示 出 较 强 的 AT 偏 傈 ， 尤 其 是 第 三 位 点 。 

对 鳞 石 蛾 8 个 COT 和 CO 序列 的 比 对 分 析 表 
明 : 在 COI 区 的 1451 个 比 对 位 点 中 ， 有 1260 个 
保守 位 点 ，191 个 变异 位 点 ， 其 中 98 个 转换 位 点 ， 
93 个 颠 换 位 点 ; 发 生 在 密码 子 第 三 、 第 一 和 第 二 位 
点 的 变异 分 别 为 78% 、18% 和 4%; 种 内 序列 歧 异 
度 为 0~ 0.9% ， 而 种 间 为 14% ~ 24% ( 表 3)。 在 
CO 了 区 的 591 个 比 对 位 点 中 ， 有 516 个 保守 位 点 ， 
75 个 变异 位 点 ， 其 中 46 个 转换 位 点 ，29 个 颠 换 位 
点 ; 发 生 在 密码 子 第 三 、 第 一 和 第 二 位 点 的 变异 分 
别 为 71%、25% 和 6%; 种 内 序列 歧 异 度 为 0 ~ 
0.5%， 而 种 间 为 16% ~ 19% ( 表 4)。 

COI 和 CO 了 区 的 转换 /三 换 (si/sv) 分 别 是 
1.1 和 1.6， 显 然 CO 工区 比 CO [区 有 更 高 的 颠 换 
率 。 将 COT 、COI 的 核 背 酸 序 列 翻译 成 氨基 酸 序 
列 进行 比 对 可 看 到 ， 同 种 鲜 石 娥 的 成 虫 和 幼虫 几乎 
是 完全 相同 的 。 

引 人 Cochliomyia hominivorax (Diptera: Cal- 
liphoridae，GenBank 检索 号 AF260826) (Lessinger 
et al ，2000) 序列 作 外 群 ， 分别 用 COI + COII、 
COI 、COI 的 核 苷 酸 序列 及 CO I 、CO [预测 的 
氨基 酸 序列 以 邻接 法 构建 系统 发 生 树 (图 1)， 
Bootstrap 1 000 次 循环 检验 结果 表明 ， 最 高 和 最 低 
置信 和 度 分 别 为 100 和 47。 各 种 NJ 树 均 显示 ，4 种 
鳞 石 峨 的 成 虫 及 其 疑似 幼虫 均 以 极 高 的 置信 度 彼此 
聚 类 在 一 起 。 


表 2 本 研究 测定 的 4 种 鳞 石 蛾 线粒体 DNA-COI + 下 序列 
Table 2 Mitochondrial CO F + 下 seguences from 4 species of Lepidostomatidae in this study 





序号 种 名 虫 态 序列 长 度 检索 号 
Species _ code Species Dev. stage Seq. length (bp) _ GenBank accession no. 
1 Lepidostoma flavum A 2240 AY396143 
ZZ L 2 239 AY490800 
3 L. fui A 1718 AY396144 
4 L 2 240 AY490799 
5 L. arcuatum A 2236 AY536735 
6 L 2210 AY536736 
7 Paraphlegopteryx morset A 2237 AY536737 
8 L 2237 AYS36738 


A: 雄 成 虫 (Adult male); L: 幼虫 (Larvae)。 


DODO http:/www.cqvip.com 


354 动 物 学 研究 25 卷 





表 3 4 种 鳞 石 蛾 线粒体 DNA-CO I 中 变异 位 点 数 (下 三 角 ) 及 种 间 、 种 内 核 背 酸 序列 岐 异 度 (上 三 角 ) 
Table 3 Number of non-conserved nucleotides (below diagonal) and percentage of intra- and inter-specific 
polymorphisms (above diagonal) in mitochondrial CO I of 4 Lepidostomatidae species 








序号 Species code* 1 2 3 4 5 6 没 8 
1 0 0.9% 14% 14% 17% 1l6% 24% 24% 
2 14 0 14% 14% 16% l6% 23% 23% 
3 152 151 0 0 14% l4% 19% 19% 
4 194 194 0 0 14% 14% 19% 19% 
5 224 225 150 201 0 0.2% 21% 21% 
6 220 221 149 197 3 0 21% 21% 
7 270 270 191 246 277 273 0 0.26% 
8 269 269 190 245 277 273 4 0 


“序号 所 代表 的 标本 与 表 2 同 (Species codes correspond to ones in Table 2)。 
表 4 4 种 鳞 石 蛾 线粒体 DNA-CO 工 中 变异 位 点 数 (下 三 角 ) 及 种 间 、 种 内 核 苷 酸 序列 歧 异 度 (上 三 角 ) 


Table 4 Number of non-conserved nucleotides (below diagonal) and percentage of intra- and inter-specific 
polymorphisms (above diagonal) in mitochondrial CO J of 4 Lepidostomatidae species 





序号 Species code * 1 2 3 4 5 6 7 8 
1 0 0.33% 16% 16% 17% 17% 19% 19% 
2 2 0 16% 16% 16% 16% 19% 18% 
3 74 72 0 0 16% 16% 17% 17% 
4 85 83 0 0 16% 16% 17% 17% 
5 91 89 75 87 0 0 19% 19% 
6 91 89 75 87 3 0 19% 19% 
7 101 99 75 87 97 97 0 0.5% 
8 99 97 75 87 95 95 4 0 


“序号 所 代表 的 标本 与 表 2 同 (Species codes correspond to ones in Table 2 ) 。 
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L. flavum” 


L. arcuatum 100 | L. arcuatum 
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P. morsei P. morsei 


100 | p. morsei* P. morsei” 


C. hominivorax 





C. hominivorax 
0.05 0.05 
图 1 4 种 鳞 石 蛾 线粒体 DNA-CO 工 、CO 开 核 背 酸 序列 及 其 氨基 酸 序列 的 NJ 分 子 系统 树 
Fig.1 NJ trees of COT 、 CO nucleotide sequences and their amino acid sequences from 4 species of Lepidostomatidae 
A. CO 工 核 苷 酸 序列 (COT nucleotide seq. ); B. CO 开 核 苷 酸 序列 (COI nucleotide seq. ); C. COI 氨基 酸 序列 (CO IT amino 
acid seq); D. CO 本 氨基 酸 序 列 (CO [[ amino acid seq. )。 
分 支 处 的 数字 为 置信 和 度 ，Cochliomyia hominivorax 为 外 群 ， 加 “x* ”者 为 幼虫 (Numbers indicate bootstrap confidence values, using 


Cochliomyia hominivorax as outgroup species. Larva was marked by a asterisk ) 。 
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3 讨论 


本 研究 中 4 种 鳞 石 蛾 的 种 间 序 列 歧 异 度 为 14% 
~ 24%， 同 种 内 成 幼虫 之 间 的 序列 蚊 蜡 度 为 0 ~ 
0.9%。Wells & Sperling (2001) 发 现在 食 腐 肉 蝇 
中 ，COT + 工序 列 政 异 度 三 1%% 的 为 种 内 差异 ，> 
3% 的 为 种 间 差 异 。 本 研究 支持 这 一 发 现 。 根 据 上 
述 序列 歧 异 度 和 多 种 系统 发 生 树 的 分 支 状况 可 以 确 
认 供 试 幼虫 的 分 类 地 位 。 

COIT 区 4 种 鳞 石 蛾 的 种 间 序 列 歧 异 度 为 14% 
~24% ( 表 3)， 变 蜡 幅 度 远 大 于 CO 开 区 的 16% ~ 
19% ( 表 4),， 且 CO 工区 比 COI 区 有 更 高 的 颐 换 
率 , 表明 CO 工区 比 CO 下 区 更 适 于 种 属 水 平 的 分 
类 。 

以 COT +CO 开 、CO 本 、CO 本 核 若 酸 序 列 和 
氨基 酸 序列 构建 的 NJ 树 (图 1) 呈现 出 不 同 的 分 支 
式样 。CO 工 核 苷 酸 序列 的 NMJ 树 (图 1B) 反映 出 弓 
突 鳞 石 蛾 与 黄 褐 鳞 石 蛾 有 更 近 的 亲缘 关系 ， 与 根据 
成 虫 形 态 学 建立 的 系统 关系 相 吻 合 (同属 于 Lepi- 
dostoma hirium 分 支 ) (Weave，2002); COT + CO 
I 和 CO 工 核 苷 酸 序列 的 NJ 树 的 分 支 式样 完全 相同 
(图 14), 均 显示 对 突 鳞 石 蛾 与 傅 氏 鳞 石 蛾 关系 更 
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为 亲密 (后 者 属于 Lepidostoma ferox 分 支 ); 而 根据 
CO I 、C0O 本 氨基 酸 序 列 构建 的 NJ 树 (图 1: C， 
D) 却 均 显 示 黄 褐 鳞 石 蛾 与 傅 氏 鳞 石 蛾 关系 更 为 亲 
密 ，C0T 氨基酸 序列 的 NJ 树 还 显示 出 马 突 鳞 石 蛾 
与 不 同属 的 莫 氏 斑 胸 鳞 石 蛾 关系 反而 更 近 。Russo 
et al (1996) 曾 指 出 ， 对 于 亲缘 关系 较 远 的 生物 
(不 同 的 目 )，CO I 、CO 本 的 核 戎 酸 序列 比 氨基 酸 
序列 更 不 适合 建树 ; 而 本 研究 表明 ， 对 于 亲缘 关系 
较 近 的 生物 (同一 科 )，C0 本 基因 的 核 背 酸 序列 似 
乎 比 其 氨基 酸 序列 更 适合 建树 。 由 于 本 研究 只 是 臻 
力 于 成 幼虫 的 联系 ， 有 关 CO 工 、CO 开 的 建树 效能 
还 有 待 积累 更 多 种 类 的 序列 信息 来 深入 探讨 。 而 对 
于 水 生 昆 虫 种 类 鉴定 及 其 成 幼虫 联系 研究 来 说 ， 上 
述 的 NJ 树 都 是 可 用 的 ， 但 选用 较 短 的 序列 更 为 经 
济 。 
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